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(54) Title: PROCESS FOR THE ANALYSIS OF MEDICAL SAMPLES CONTAINING HAEMOGLOBIN 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANALYSE HAMOGLOBIN ENTHALTENDER MEDEINISCHER PROBEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a process for determining an analytc in a sample containing free haemoglobin. Determination is performed by 
optical measurement and the value measured for the analyte concentration is corrected by calculation. Said process is particularly suitable 
for determination of the parameters of total protein, iron and albumin in a medical sample, e.g. in a serum or plasma sample. The measured 
value for the analyte concentration is corrected by the following steps: (a) measurement of the blank value of the sample to be analysed; 
(b) measurement of the blank value of a reference value free of haemoglobin; (c) measurement of the uncorrected value for the analyte 
concentration; and (d) correction of the value obtained in step (c) by correlation with the values obtained in steps (a) and (b) to obtain the 
corrected value for the analyte concentration. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer freies Hamoglobin enrhaltenden Probe, wobei die 
Bestimmung durch eine optische Messung erfolgt und der fur die Analytkonzentration gemessene Wert rechnerisch korrigiert wird. 
Insbesondere ist dieses Verfahren zur Bestimmung der Parameter Gesamtprotein, Eisen und Albumin in einer medizinischen Probe, z.B. in 
einer Serum- oder Plasmaprobe geeignet. Die Korrektur des Meflwerts fflr die Analytkonzentration erfolgt durch die Schritte (a) Messen des 
Leerwerts der zu analysierenden Probe, (b) Messen des Leerwerts einer Hamoglobin-freien Referenzprobe, (c) Messen des unkorrigierten 
Werts fur die Analytkwizentration und (d) Korrigieren des in Schritt (c) erhaltenen Werts durch Korrelatiori mil den in Schritt (a) und (b) 
erhaltenen Werten, um den korrigierten Wert fur die Analytkonzentration zu erhalten. 
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Verfahren zur Analyse Hamoglobin enthaltender medizinischer 
Proben 

Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines 
Analyten in einer freies Hamoglobin enthaltenden Probe, wobei 
die Bestimmung durch eine optische Messung erfolgt und der fur 
die Analytkonzentration gemessene Wert rechnerisch korrigiert 
wird. Insbesondere ist dieses Verfahren zur Bestimmung der 
Parameter Gesamtprotein, Eisen und Albumin in einer medizini- 
schen Probe, z. B. in einer Serum- oder Plasmaprobe geeignet. 

Es ist allgemein bekannt, daS durch Hamolyse die Bestimmung 
einer Vielzahl von Analyten in teilweise erheblichem MaSe 
gestort ist. Urn dennoch unverf alschte Mefiwerte zu erhalten, 
wurden in der Vergangenheit unterschiedliche Verfahren zu 
Hamolyse -Entstdrung publiziert. 

Wie im Patent EP-0 268 025 Bl erwahnt, wurde fur einzelne 
Analyten ein graphischer Zusammenhang hergestellt zwischen 
Hamolysegrad und result ierendem Mefifehler. Daraus konnten 
Korrekturf aktoren abgeleitet werden, mit welchen dann auf 
Basis einer separaten Bestimmung des Hamolysegrades das erhal- 
tene Analysenergebnis rechnerisch korrigiert wurde. 

Jay und Provasek beschrieben ebenfalls, daS durch Bestimmung 
des Hamolysegrades und Verwendung eines Korrekturf aktors un- 
verfalschte Werte in hamolytischen Proben erhalten werden 
konnen (Clin Chem 38/6, 1026 (1992) bzw. Clin Chem 39/9, 1804- 
1810 (1993)). Hier wird der Hamolysegrad durch eine separate 
Bestimmung des Hb-Gehalts in der Probe ermittelt. 

In der Patentschrif t US 4,263,512 wird empfohlen, neben dem 
Analyten den Grad Trubung (X) , Hamolyse (Y) und Ikterus (2) zu 
bestimmen und den gemessenen Analytwert (S) mit Hilfe der 
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Formel S' = S - a X-fi Y-yZ zu korrigieren. Dabei sind S' der 
korrigierte Analytwert und a, 0 und y Korrekturf aktoren, die 
durch Messung des Einflusses von Trubung, Hamolyse und Ikterus 
mittels Ref erenzf lussigkeiten erhalten wurden. Die Ermittlung 
von X, Y und Z erfolgt durch Mehrkanal messung und anschlieSen- 
der komplizierter Berechnung aus den erhaltenen Absorptions- 
differenzen unter Berucksichtigung des Anteils der jeweils 
anderen interf erierenden Substanzen. 

Ein Weg zur Korrektur von Hamolysestorungen ohne separate 
Bestimmung des Hamolysegrades wird durch DE 44 27 4 92 Al auf- 
gezeigt . Hier wurde ein mathematischer Zusammenhang gef unden 
zwischen dem Gehalt an durch Hamolyse aus den Erythrocyten 
f reigesetzter Storsubstanz und einer vor der Hauptreaktion 
ablaufenden Vorreaktion. Mit Hilfe des somit wahrend der Vor- 
reaktion ermittelten Hamolysegrades kann das in der Hauptreak- 
tion (Rate tota i) erhaltene Analysenergebnis unter Ausnutzung 
des gefundenen Zusammenhangs zwischen Hamolysegrad und Stor- 
beitrag entsprechend der Formel Rate Substanz/Probe = Rate total - 
Rate Vorreaktion - Rate SubBtanz/Erythrocyt korrigiert werden, 
wobei Substanz die zu bestimmende Komponente in der Probe be- 
deutet . 

Haufig ist eine Storung durch Hamoglobin auch durch Messung 
des Probenleerwerts zu eliminieren. Dies gilt jedoch nicht fur 
die Bestimmung von Totalprotein mittels Biuret-Methode (Morgan 
et al. Microchem J 44, 282-287 (1991)) und auch nicht fur die 
Bestimmung von Albumin mittels Bromcresolgrun- bzw. -purpur- 
Methode. Fur die Bestimmung von Eisen ist weiterhin bekannt, 
daS es stets dann zu Storungen durch Hamoglobin kommt, wenn Hb 
nicht vorher durch Dialyse aus der Probe entfernt wurde (Sonn- 
tag, J Clin Chem Clin Biochem 24/2, 127-139 (1986)). Auch bei 
Eisen ist die Hb- Storung nicht durch alleinige Messung des 
Probenleerwerts zu beseitigen. 

Alle oben beschriebenen Entstorungsmethoden haben jedoch den 
Nachteil, daE sie mit erheblichem Arbeitsauf wand (Probenvor- 
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bereitung durch Dialyse bzw, separate Ermittlung des Hamolyse- 
grades z. B. durch Bestimmung des Hb-Gehalts) und/oder kompli- 
zierten mathematischen Korrekturalgorithmen verbunden sind. 

AuSerdem sind die beschriebenen Verfahren alle bezogen auf 
Entstorung von durch Hamolyse verursachten Fehlmessungen. Mit 
der Entwicklung von Blutersatzmitteln auf Basis von Hamoglobin 
stellc sich die Frage nach der Beseitigung von Storungen durch 
natives Oder synthetisches Hamoglobin bzw. Hb-analogen Verbin- 
dungen noch weit brisanter als bisher. Solche Storungen treten 
dann zum einen auch in nichthamolytischem Probenmaterial und 
zum anderen auch in weit hoherem Grad auf als bei nativer 
Hamolyse, da bei Therapie mit Blutersatzmitteln der Hb-Gehalt 
im Blutserum oder -plasma mehr als 1000 mg/dl betragen kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Verfahren zur 
Beseitigung von Storungen bereitzustellen, die durch natives 
Hamoglobin oder auf synthetischem Hb bzw. Hb-analogen Verbin- 
dungen basierenden Blutersatzmitteln hervorgeruf en werden und 
nicht durch einfache Messung des Probenleerwerts zu beseitigen 
sind. Dieses Verfahren sollte auSerdem gegenuber herkommlichen 
Verfahren mit signif ikant reduziertem Arbeitsauf wand verbunden 
sein und eine Entstorung bis mindestens 1000 mg/dl Hb garan- 
tieren. 

Gelost wurde die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe da- 
durch, dafi uberraschenderweise ein Zusammenhang gefunden wurde 
zwischen der Hohe des Probenleerwerts und dem Grad der Verfal- 
schung der Mefiergebnisse durch freies Hamoglobin. Dadurch ist 
es moglich, mit Hilfe einer einfachen mathematischen Korrek- 
turformel auch bei groSem Hb-Gehalt den korrekten Wert fur die 
Analytkonzentration genau zu ermitteln. Im Vergleich zum Stand 
der Technik zeichnet sich das erf indungsgemaSe Verfahren vor- 
teilhaft dadurch aus, daS weder eine separate Ermittlung des 
Hb-Gehalts noch eine Bestimmung des Grades einer Vorreaktion 
erforderlich sind, urn den MeSwert einer Hb-haltigen medizini- 
schen Probe zu korrigieren. 
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Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Ver- 
fahren zur Bestimmung eines Analyten in einer freies Hamoglo- 
bin enthaltenden Probe durch optische Messung, wobei man den 
gemessenen Wert fur die Analytkonzentration korrigiert durch 
s die Schritte: 



(a) Messen des Leerwerts der zu analysierenden Probe, 

(b) Messen des Leerwerts einer Hamoglobin freien Referenz- 
10 probe , 

(c) Messen des unkorrigierten Werts fur die Analytkonzentra- 
tion und 

is (d) Korrigieren des in Schritt (c) erhaltenen Werts durch 
Korrelation mit den in Schritt (a) und (b) erhaltenen 
Werten, urn den korrigierten Wert fur die Analytkonzen- 
tration zu erhalten. 



20 Der korrigierte Wert fur die Analytkonzentration in Schritt 
(d) des erf indungsgemafien Verfahrens wird vorzugsweise nach 
folgender Beziehung ermittelt: 

C Probe = ^-Probe " ^ Probe + ^ ^^Referenz 

25 

wobei C probe der korrigierte Wert fur die Analytkonzentra- 

tion ist, 

Cprobe der unkorrigierte gemessene Wert fur die Ana- 
30 lytkonzentration in der Probe ist, 

F ein testspezif ischer Korrekturf aktor ist, 

Elprobe der gemessene Leerwert in der Probe ist und 



35 



El Rererenz der gemessene Leerwert in der Ref erenzprobe 
ist . 
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Die erf indungsgemaSe Korrekturmethode ist fur Verfahren ge- 
eignet, bei denen die Bestimmung des Analyten durch optische 
Messung erfolgt, insbesondere durch optische Messung bei Wel- 
lenlangen, bei denen eine Storung durch freies in der Probe 
vorliegendes Hamoglobin eintritt. Besonders bevorzugt erfolgt 
die optische Messung im Bereich von 500-750 nra. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Bestimmung 
beliebiger Proben, in denen freies Hamoglobin vorliegt. Bei- 
spiele fur solche Proben sind hamolytische Serum- oder Plasma- 
proben oder Proben, die ein Blutersatzmittel enthalten. Bei- 
spiele fur Blutersatzmittel, die im Sinne der vorliegenden 
Erfindung unter den Begriff "freies Hamoglobin" fallen, sind 
derivatisierte, polymerisierte, modifizierte oder querver- 
netzte Derivate von Hamoglobinen, insbesondere von Humanhamo- 
globin oder Rinderhamoglobin, sowie rekombinant hergestelltes 
Hamoglobin . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens wird der Gesamtproteingehalt der Probe bestimmt. 
Diese Bestimmung erfolgt vorzugsweise nach der Biuret -Methode . 
In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
vorliegenden Erfindung wird der Eisengehalt der Probe be- 
stimmt. Diese Bestimmung des Eisengehalts erfolgt vorzugsweise 
nach der Ferrozin-Methode . In noch einer weiteren besonders 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird der Albumingehalt einer Probe 
bestimmt. Diese Bestimmung des Albumingehalt s erfolgt vorzugs- 
weise nach der Bromcresolgrun- oder Bromcresolpurpur-Methode . 
Bei der Bestimmung dieser Parameter, bei denen bisher keine 
einfache Entstorungsmethode fur die Bestimmung Hamoglobin 
enthal tender Proben bekannt war, wird durch das erfindungs- 
gemafie Verfahren uberraschenderweise eine deutliche Verein- 
fachung der MeSprozedur erreicht. 

Weiterhin zeichnet sich das erf indungsgemaSe Verfahren dadurch 
aus, daS selbst ikterische Proben mit einem hohen Bilirubinge- 
halt bis mindestens 20 mg/dl problemlos vermessen werden kon- 
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nen. Eine Stoning durch lipamische Proben kann durch Verwen- 
dung eines entsprechenden Auf hellmittels , welches z. B. dem 
Reagenz zugesetzt ist, eliminiert werden. 

Als Probe wird beim erf indungsgemafien Verfahren vorzugsweise 
eine Serum- oder Plasmaprobe eingesetzt, insbesondere eine 
humane Serum- oder Plasmaprobe. Als Ref erenzproben werden 
gunstigerweise Serum- oder Plasmaproben von klinisch gesunden 
Probanden verwenden. Besonders bevorzugt wird ein Hamoglobin- 
freier Serum- oder Plasmapool klinisch gesunder Probanden 
verwendet . 

Ein besonderer Vorteil des erf indungsgemafcen Verfahrens be- 
steht darin, daS es in einem Analyseautomaten durchgefuhrt 
werden kann, z. B. an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 704 
oder 717 Analysegerat . Aufgrund der einfachen mathematischen 
Korrekturformel kann der Analyseautomat so programmiert wer- 
den, daS bereits der korrigierte Wert fur die Analytkonzen- 
tration ausgegeben wird und eine nachtragliche rechnerische 
Korrektur nicht mehr erforderlich ist. 

Ein wesentlicher Parameter fur die Korrektur der gemessenen 
Analytkonzentration ist der testspezif ische Korrekturf aktor F. 
Dieser Korrekturf aktor F wird vorzugsweise durch ein Verfahren 
ermittelt, welches die Schritte umf afit : 

(a) Bereitstellen einer Serie von mindestens 3 Proben mit 
gleichem Analytgehalt , wobei mindestens eine der Proben 
kein Hamoglobin enthalt und mindestens 2 der Proben un- 
terschiedliche Konzentrationen an freiem Hamoglobin ent- 
halten, 

(b) Messen des Leerwerts von jeder Probe, wobei der durch 
Anwesenhext von Hamoglobin verursachte Anstieg des Pro- 
benleerwerts gegenuber der Hamoglobin-f reien Probe be- 
stimmt wird, 
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(c) Messen der unkorrigierten Analytkonzentration in jeder 
Probe, wobei die durch Anwesenheit von Hamoglobin ver- 
ursachte MeSwertverf alschung gegenuber der Hamoglobin- 
freien Ref erenzprobe bestimmt wird, und 

(d) Korrelation der in Schritt (c) bestimmten MeSwertverf al- 
schung mit dem in Schritt (b) bestimmten Anstieg des 
Probenleerwerts, um den testspezif ischen Korrekturf aktor 
zu erhalten. 

Gunstigerweise wird bei der Bestimmung des Korrekturf aktors F 
eine Serie von Proben bereitgestellt , wobei mindestens 5 und 
beispielsweise 10 der Proben unterschiedliche Konzentrationen 
an freiem Hamoglobin enthalten. Die Konzentrationen an freiem 
Hamoglobin werden fur die Probenserie beispielsweise im Be- 
reich von 0 mg/dl bis mindestens 1000 mg/dl variiert. 

Fur eine bestimmte, freies Hamoglobin enthaltende Probe aus 
der Serie wird ein probenspezif ischer Korrekturf aktor F' nach 
folgender Beziehung ermittelt: 

F' « AC : AE1 

wobei: A C der fur jeweils eine Probe durch die Anwesenheit 
von freiem Hamoglobin verursachte Betrag der MeS- 
wertverf alschung gegenuber der Ref erenzprobe ist ist 
und 

A El der fur jeweils eine Probe durch die Anwesen- 
heit von freiem Hamoglobin verursachte Anstieg des 
Probenleerwerts gegenuber der Ref erenzprobe ist. 

Aus den fur die jeweiligen Proben bestimmten Korrekturf aktoren 
F' kann der testspezif ische Korrekturf aktor F durch Bildung 
des Mittelwerts ermittelt warden. Auf diese Weise konnte beim 
Nachweis von Albumin durch die Bromcresolgrun-Methode ein 
Korrekturf aktor F von 0,332, beim Nachweis von Eisen durch die 
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Ferrozin-Methode ein Korrekturf aktor F von 0,290 und beim 
Nachweis von Gesatnt protein durch die Biuret -Methode ein Kor- 
rekturf aktor von 0,115 ermittelt werden. Bei Anwendung dieser 
Korrekturf aktoren wurde eine hervorragende Wiederf indungsrate 
des zu bestimmenden Analyten bei hamoglobinhaltigen Proben 
gefunden. 

Weiterhin wird die Erf indung durch die nachf olgenden Beispiele 
erlautert : 

Allaemeine Methoden 

1. Ermittlung des Korrekturf aktors (siehe auch Beispiele 1-3) : 

Aus einem Serum- oder Plasmapool klinisch gesunder Probanden 
werden 11 Proben mit unterschiedlichen Mengen Hamolysat, Hamo- 
globin oder einer Hb-analogen Verbindungen derart aufgestockt, 
daJS bei gleichbleibendem Analytgehalt eine Hb-Konzentrations- 
reihe entsteht, deren niedrigste Probe {= Referenz) kein Hb 
und deren hochste Probe mindestens 1000 mg/dl Hb enthalt . Alle 
Proben dieser Reihe werden mit dem jeweiligen Test vermessen, 
wobei fur jede Probe ein entsprechend ihres Hb-Gehalts gegen- 
uber der Referenz verfalschter Analytwert erhalten wird. 

Fur jede Probe wird der durch Hb verursachte Anstieg des Pro- 
benleerwerts AE1 gegenuber dem Probenleerwert der Hb-freien 
Probe (= Referenz) ermittelt: AE1 = El Probe - El Referenz . 
Weiterhin wird fur jede Probe der durch Hb verursachte Betrag 
der Analytenwertverf alschung AC gegenuber dem in der Referenz 
gemessenen Analytwert ermittelt: AC = C probe - C Re£eren2 . 

Bei Division des Storanteils AC durch den Betrag des Proben- 
leerwertanstiegs AE1 erhalt man fur jede Probe einen Korrek- 
turf aktor F' Probc = AC : AE1 * 

Aus den somit erhaltenen 10 Einzelf aktoren der Hb-Konzentra- 
tionsreihe wird nun der gemittelte Korrekturf aktor F gebildet. 
Dieser Faktor ist eine feste GroBe, der fur Albumin, Eisen und 
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Total Protein einmalig ermittelt werden mu&, fur den jeweili- 
gen Test dann jedoch konstant ist. 

2. Berechnung des korrigierten Analytwerts (siehe auch Bei- 
spiele 4-8) : 

Durch rechnerische Korrektur des gemessenen Analytwerts der 
Probe Cp^^ um den Storanteil AC wird der korrigierte und damit 
ungestorte Analytwert der jeweiligen Probe C'^^ ermittelt: 



c 


Probe 


~ C Probe 


- AC 






c 


Probe 


= C Probe 


- F * 


AE 




c 


Probe 


- Cprobe 


- F • 


(Elprobe 


" E^Ref erenz ) 


c 


Probe 


- Cprobe 


- F " 


E1 Probe + 


F ElRelercnz • 



Die Referenz ist, wie oben beschrieben, ein Hb-freier Serum- 
oder Plasmapool klinisch gesunder Probanden. Fur die genannten 
Methoden ist der EinfluS der Schwankungsbreite von gemessenen 
Probenleerwerten verschiedener Patientenproben aufgrund des 
Verhaltnisses von Probenleerwert zurn MeSsignal vernachlassig- 
bar gering. Selbst ikterische Proben mit einem Bilirubingehalt 
bis mindestens 20 mg/dl storen nicht. Eine Storung durch lipa- 
mische Proben kann durch Verwendung eines entsprechenden Auf- 
hellmittels, welches z. B. dem Reagenz zugesetzt ist, elimi- 
niert werden. Ikterische und lipamische Proben wurden herge- 
stellt durch Aufstockung von Humanseren mit Bilirubin bzw. 
Intralipid® analog Glick (Clin Chem 32/3, 470-475 (1986)). 

In einem automatisch messenden Analysegerat wie z. B. den 
Geraten Boehringer Mannheim/Hitachi 704 oder 717 kann die 
Berechnung des ungestorten Analytwerts so programmiert werden, 
daS bereits die korrigierten Werte ausgegeben werden und eine 
nachtragliche rechnerische Korrektur nicht rnehr erforderlich 
ist. Diese Programmierung wird z. B. fur Albumin am Boehringer 
Mannheim/Hitachi 704 Gerat wie folgt durchgef uhrt : 
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1. Parameter- Programme Chemische Parameter: 





Test 1 


Test 2 


Test 


(BLALB) 


(ALB) 


Assav Code 


3-15-0 


3-15-23 


Probevolumen ( fil ) 


4 


4 


Rl-Volumen (/il) 


350 


350 


R2-Volumen (mD 


0 


350 


Wellenlangen 


700-600 


700-600 


Kalibration 


K-Faktor 


1-0-0 


Std (1) Konz.-Pos 
(g/D 


0,00 


0-1 


Std (2) Konz.-Pos 

(g/1) 




Sollwert-2 



15 



2, Monitor: Kalibrationsmonitor (1): Fur Test 1 bei SI Ext. 0 
und bei K 100000 eingeben. 

20 3. Der korrigierte Analytwert wird durch "Calculated Test" 
errechnet (siehe Boehringer Mannheim/Hitachi 704 Manual) : 

Calculated Test = (Test 2) - (Test 1)F + Konzentration Refercnz 

25 Test 2 ist die Bestimmung der Konzentration des gemessenen 
unkorrigierten Analytenwerts, 

Test 1 ist die Bestimmung der Extinktion des Probenleerwerts, 

30 F ist der fur Albumin, Eisen bzw. Total Protein ermittelte 
Faktor zur Korrektur der Hb-Storung 

Konzentration kefereni = F El Reterm und wird als Konzentration ein- 
gegeben. 

35 
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Beispiel 1 

Ermittlung des Korrekturf aktors fur die Bestimmung von Albumin 
nach der Bromcresolgrun-Methode 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 704 
Analysegerat mit dem Assay-Code 2-15-23 bei 37 °C durchge- 
fuhrt. Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1: 75 mmol/1 Succinat -Puffer, pH 4,2. 

Reagenz 2: 75 mmol/1 Succinat -Puffer, pH 4,2; 0,3 mmol/1 Brom- 
cresolgrun . 

Die Testdurchf uhrung war wie f olgt : zu 4 /il Probe wurden 
350 /zl Reagenz 1 und nach Bestimmung des Probenleerwerts 
350 \il Reagenz 2 gegeben. Dann erfolgte nach einer Dauer von 2 
min die Bestimmung des Analyten. Zur Messung wurden eine 
HauptmeSwellenlange von 600 nm und eine NebenmeSwellenlange 
von 700 nm verwendet. 

Das Ergebnis dieser Bestimmung ist in Tabelle 1 gezeigt. Der 
Wert fur den testspezif ischen Korrekturf aktor wurde mit 0,332 
ermittelt . 

Beispiel 2 

Ermittlung des Korrekturf aktors fur die Bestimmung von Eisen 
durch die Ferrozin-Methode 

Die Bestimmung wurde am Analysegerat Boehringer Mannheim/Hi- 
tachi 717 mit dem Assay-Code 2-24-30 bei 37 °C durchgef uhrt . 
Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1: 150 mmol/1 Na-Acetat -Puf f er , pH 5,0; 4 mmol/1 Gua- 
nidiniumchlorid; 100 mmol/1 Thioharnstof f ; Detergenz; 

Reagenz 2: 150 mmol/1 Ascorbinsaure, 50 mmol/1 Ferrozin. 
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Die Testdurchfuhrung war wie f olgt : Zu 20 /*1 Probe wurden 
250 ill Reagenz 1 und nach Bestimmung des Probenleerwerts 50 pi 
Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte dann 
nach einer Dauer von 1 min. Zur Messung wurden eine HauptmeE- 
wellenlange von 54 6 nm und eine NebenmeSwellenlange von 700 nm 
verwendet . 

Das Ergebnis des Versuchs ist in Tabelle 2 gezeigt. Es wurde 
fur den testspezif ischen Korrekturf aktor ein Wert von 0,290 
ermittelt . 

Beisoiel 3 

Ermittlung des Korrekturf aktors fiir die Bestimmung von Gesamt- 
protein nach der Biuret -Methode 

Die Bestimmung erfolgte an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 
717 Analysegerat mit dem Assay-Code 2-24-50 bei 37 °C. Es 
wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1: 200 mmol/1 NaOH; 32 mmol/1 K-Na-Tartrat; 

Reagenz 2: 200 mmol/1 NaOH; 32 mmol/1 K-Na-Tartrat; 

30,5 mmol/1 KJ; 12,15 mmol/1 Cu-Sulf at . 

Die Testdurchfuhrung war wie f olgt : Zu 7 ^1 Probe wurden 
250 /xl Reagenz 1 und nach Bestimmung des Probenleerwerts 
250 jil Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte 
dann nach einer Dauer von 5 min. Zur Messung wurden eine 
HauptmeSwellenlange von 54 6 nm und eine NebenmeSwellenlange 
von 700 nm verwendet. 

Das Ergebnis des Versuchs ist in Tabelle 3 gezeigt. Der Wert 
fur den testspezif ischen Korrekturf aktor wurde mit 0,115 be- 
stimmt . 
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Beispiel 4 

Verwendung der Korrekturf ormel fur die Albuminbestimmung 

Der in Beispiel 1 ermittelte Korrekturf aktor wurde fur die 
Bestimmung von hamoglobinhaltigen Proben verwendet, die durch 
Aufstockung mit Blutersatzmittel erhalten wurden. 

Die Testdurchfuhrung war wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Die Formel zur Berechnung der korrigierten Analytkonzentration 
in der Probe war wie f olgt : 

C' probe = ^Probe " ^ Elp^^ + F * El Referen2 = C probe - F E 1 Probe 

+ 0,3 g/1. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Tabelle 4 gezeigt. Es ist 
zu erkennen, daS durch die Korrektur eine Wiederf indungsrate 
von 100 ± 1 % erreicht wurde. 

Beispiel 5 

Verwendung der Korrekturf ormel fur die Bestimmung von Eisen 

Unter Verwendung des in Beispiel 2 ermittelten Korrekturf ak- 
tors wurde eine Bestimmung von Eisen nach der Ferrozin-Methode 
in hamoglobinhaltigen Proben durchgefuhrt , die durch Auf- 
stockung mit Hamolysat erhalten wurden. 

Die Testdurchfuhrung erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Die Formel zur Berechnung des korrigierten Analysenwerts war 
wie f olgt : 
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C ' probe ~ C Probe - F E 1 p robe + F E l Ref eren2 - Cprobe - F E 1 Probe + 

2,9 /igMl. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Tabelle 5 dargestellt. Es 
ist zu erkennen, daS eine hervorragende Wiederf indung von 
Eisen erreicht wurde, die mit Ausnahme eines einzigen Werts im 
Bereich von 100 % ± 2,5 % lag. 

Beisoiel 6 

Verwendung der Korrekturf ormel fur die Bestimmung von Total- 
protein 

Es wurde unter Verwendung des in Beispiel 3 bestimmten Korrek- 
turf aktors eine Bestimmung von Totalprotein nach der Biuret - 
Methode fur Hamoglobin-haltige Proben durchgef uhrt , die durch 
Aufstockung mit Blutersatzmittel erhalten wurden. Die Durch- 
fuhrung des Versuchs erfolgte wie in Beispiel 3 beschrieben. 

Die Formel zur Berechnung des korrigierten Analytwerts war wie 
folgt : 

C Probe ~ C Probe - F * El probe + F El Re£ercn2 = - F El Probe + 

0,6 g/1. 

Das Ergebnis der Versuche ist in Tabelle 6 dargestellt. Es ist 
zu erkennen, daS die Wiederf indung fur Gesamtprotein in den 
allermeisten Fallen im Bereich von 100 ± 1 % lag. 

Beispiel 7 

Bestimmung von Albumin in ikterischen Proben 

Es wurde der in Beispiel 1 ermittelte testspezif ische Korrek- 
turf aktor fur die Bestimmung von Albumin nach der Bromcresol- 
grun-Methode bei ikterischen Proben verwendet, die Aufstockung 
mit Bilirubin erhalten wurden. 
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Die Testdurchf uhrung erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 
Die Formel zur Berechnung des korrigierten Analytwerts war wie 
in Beispiel 4 beschrieben. 

s Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Tabelle 7 gezeigt. Es ist 
zu erkennen, daS die Anwendung der Korrekturf ormel zu keiner 
Verschlechterung bei der Wiederf indung fuhrte. 

Beispiel 8 

10 

Bestimmung von Eisen in lipamischen Proben 

Es wurde der in Beispiel 2 ermittelte testspezif ische Korrek- 
turfaktor fur die Bestimmung von Eisen nach der Ferrozin-Me- 
is thode bei lipamischen Proben verwendet, die durch Aufstockung 
mit Intralipid® erhalten wurden. 

Die Testdurchf uhrung erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. 
Die Formel zur Berechnung des korrigierten Analytwerts war wie 
20 in Beispiel 5 angegeben. 

Das Ergebnis des Versuchs ist in Tabelle 8 dargestellt. Es ist 
zu erkennen, daS durch Anwendung der Korrekturf ormel keine 
verschlechterte Wiederf indung bei lipamischen Proben erreicht 
25 wurde. 
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Tab. 1 
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Tab. 2 
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Tab. 3 
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Tab. 4 
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Tab. 5 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer freies 
Hamoglobin enthaltenden' Probe durch optische Messung, 
wobei man den gemessenen Wert fur die Analytkonzentration 
korrigiert durch die Schritte: 

(a) Messen des Leerwerts der zu analysierenden Probe, 

(b) Messen des Leerwerts einer Hamoglobin freien Refe- 
renzprobe, 

(c) Messen des unkorrigierten Werts fur die Analytkon- 
zentration und 

(d) Korrigieren des in Schritt (c) erhaltenen Werts 
durch Korrelation mit den in Schritt (a) und (b) 
erhaltenen Werten, urn den korrigiert en Wert fur die 
Analytkonzentration zu erhalten. 

2, Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der korrigierte Wert fur die Analytkonzentration nach 
folgender Beziehung ermittelt wird: 

C probe - C Probe " F * El Probe + ^ Ellletercnz 

wobei C der korrigierte Wert fur die Analytkonzen- 
tration ist, 

C Probe der unkorrigierte gemessene Wert fur die 
Analytkonzentration in der Probe ist, 

F ein testspezif ischer Korrekturf aktor ist, 

E1 Probe der gemessene Leerwert in der Probe ist und 
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El Referen2 der gemessene Leerwert in der Referenz- 
probe ist . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Bestimmung des Analyten durch eine optische Mes- 
sung im Bereich von 600-700 nm erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man eine Probe bestimmt, die ein Blutersatzmittel 
enthalt . 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man den Gesamtproteingehalt der Probe bestimmt . 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Bestimmung des Gesamtproteingehalts nach der 
Biuret- Me thode erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man den Eisengehalt der Probe bestimmt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Bestimmung des Eisengehalts nach der Ferrozin- 
Methode erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man den Albumingehalt der Probe bestimmt. 
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10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Bestimmung des Albumingehalts nach der Bromcre- 
solgrun- oder Bromcresolpurpur-Methode erfolgt. 

s 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man bei der Bestimmung von lipamischen Proben ein 
Aufhellungsmittel zusetzt. 

LO 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Bestimmung an einer Serum- oder Plasmaprobe 
durchgefuhrt wird. 

is 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1-12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Ref erenzprobe Serum- oder Plasmaproben von 
klinisch gesunden Probanden verwendet. 

20 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man das Verfahren in einem Analyseautomaten durch- 
f iihrt . 

25 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc der Analyseautomat so programmiert wird, daS bereits 
der korrigierte Wert fur die Analytkonzentration ausgege- 
30 ben wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Bestimmung des testspezif ischen Korrekturf aktors 
35 F die Schritte umf aSt : 
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(a) Bereitstellen einer Serie von mindestens 3 Proben 
mit gleichem Analytgehalt , wobei mindestens eine der 
Proben kein Hamoglobin enthalt und mindestens 2 der 
Proben unterschiedliche Konzentrationen an freiem 
Hamoglobin enthalten, 

(b) Messen des Leerwerts von jeder Probe, wobei der 
durch Anwesenheit von Hamoglobin verursachte Anstieg 
des Probenleerwerts gegenuber der Hamoglobin- freien 
Probe bestimmt wird, 

(c) Messen der unkorrigierten Analytkonzentration in 
jeder Probe, wobei die durch Anwesenheit von Hamo- 
globin verursachte MeSwertverf alschung gegenuber der 
Hamoglobin- freien Ref erenzprobe bestimmt wird, und 

(d> Korrelation der in Schritt (c) bestimmten MeSwert- 
verfalschung mit dem in Schritt <b) bestimmten An- 
stieg des Probenleerwerts, urn den testspezif ischen 
Korrekturf aktor zu erhalten. 

7. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine Serie von Proben bereitstellt , wobei minde- 
stens 5 der Proben unterschiedliche Konzentrationen an 
freien Hamoglobinen enthalten. 

8. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine Serie von Proben bereitstellt, deren Konzen- 
tration von 0 mg/dl bis mindestens 1000 mg/dl freies 
Hamoglobin variiert. 
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19. Verfahren nach einem der Anspruche 16-18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein probenspezif ischer Korrekturf aktor F' fur eine 
freies Hamoglobin enthaltende Probe nach folgender Bezie- 
hung ermittelt wird: 

F' = AC : AE1 

wobei: A C der fur jeweils eine Probe durch die Anwesen- 
heit von f reiem Hamoglobin verursachte Betrag der 
MeSwertverf alschung gegenuber der Ref erenzprobe 
ist und 

A El der fur jeweils eine Probe durch die Anwe- 
senheit von f reiem Hamoglobin verursachte Anstieg 
des Probenleerwerts gegenuber der Ref erenzprobe 
ist, 

und dafc der testspezif ische Korrekturf aktor F durch Bil- 
dung des Mittelwerts aus den fur die jeweiligen Einzel- 
proben bestimmten Korrekturf aktoren F' ermittelt wird. 
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